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RESUMEN

Las bebidas alcohdlicas a partir de frutas se han popularizado en los Gltimos afios. Este
trabajo tiene como fin identificar la formulacién Optima tanto en rendimiento
alcohdlico como en produccion de biomasa de dos tipos de levadura S. cerevisiae y S.
bayanus. Se prepararon 12 tratamientos a tres concentraciones de zumos de cidra y
mandarina (75:25, 50:50, 25:75) para cada una de las levaduras. Durante la etapa
fermentativa, los tratamientos fueron monitoreados en pH, acidez, Grados Brix y
células por mililitro. Al final de la fermentacion se obtuvo el porcentaje de etanol. Los
resultados de la fermentacion indicaron que los tratamientos AOBOR2 y AOBOR1
obtuvieron 9 y 10 por ciento de grado alcohdlico respectivamente, en la acidez volatil
el tratamiento A2B1R1 fue el Gnico que sobrepaso el limite maximo permisible segin
la norma INEN 374 con un valor de 2.52 g Acido acético por Litro. La determinacion
de metanol evidenci6 que los tratamientos AOBOR1 y A1BOR2 fueron negativos
mientras que las muestras AOBOR2, A1BORL1, resultaron positivas para metanol. Al
comparar la cinética de biomasa, se determind que S. bayanus tiene una mayor
produccion de biomasa, mayor velocidad de crecimiento celular y menor tiempo de
generacion, mientras que S. cerevisiae produjo mayor porcentaje de etanol en la
combinacion de 75:25 cidra- mandarina. Por lo que en este estudio se determino que
el mejor el tratamiento para la produccién de una bebida alcohdlica a base de cidra y

mandarina es el AOBORL1 al tener un porcentaje de etanol del 10 por ciento.

Palabras clave: Bebidas fermentadas, fermentacién alcohodlica, Cidra, Mandarina, S.

cerevisiae, S. bayanus.
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ABSTRACT

Alcoholic drinks made from fruit have become popular in recent years. The purpose
of this work is to identify the optimal formulation both in alcoholic yield and in
biomass production of two types of yeast S. cerevisiae and S. bayanus. 12 treatments
were prepared at three concentrations of cidra and tangerine juices (75:25, 50:50,
25:75) for each of the yeasts. During the fermentative stage, the treatments were
monitored for pH, acidity, Brix degrees and cells per milliliter. At the end of the
fermentation the percentage of ethanol was obtained. The results of the fermentation
indicated that the treatments AOBOR2 and AOBOR1 obtained 9 and 10 percent
alcoholic strength respectively, in volatile acidity the A2B1R1 treatment was the only
one that exceeded the maximum permissible limit according to the INEN 374 standard
with a value of 2.52 g. Acetic acid per Liter. The methanol determination showed that
the AOBOR1 and A1BOR?2 treatments were negative while the AOBOR2 and A1BOR1
samples were positive for methanol. When comparing the biomass kinetics, it was
determined that S. bayanus has a higher biomass production, faster cell growth rate
and shorter generation time, while S. cerevisiae produced a higher percentage of
ethanol in the combination of 75:25 cidra- tangerine. Therefore, in this study it was
determined that the best treatment to produce an alcoholic beverage based on citron

and tangerine is AOBOR1, as it has a percentage of ethanol of 10 percent.

Keywords: Fermented drinks, alcoholic fermentation, Cidra, Tangerine, S. cerevisiae,
S. bayanus.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

En los Gltimos afios se ha popularizado la idea de generar bebidas alcohdlicas a partir
de frutas con el fin de evitar el desperdicio generado por los mercados, debido a la
sobreproduccidn, estas bebidas son conocidas como “vinos de frutas”, pese a no llevar
uva como sustrato principal (Salas-Millan et al., 2022). Se ha encontrado que la
eficiencia de la fermentacion con distintos tipos de frutas que perecen rapido ha sido
favorable, generando un valor agregado a la materia prima que cominmente no es bien
acogida o que no tienen una transformacion que le ayude a incrementar su valor
econémico (Gordillo-Vinueza et al., 2022).

La fermentacién alcohdlica es un proceso de hace siglos atras, y ha sido utilizada en
la obtencidn de varios productos alimentarios. Los fermentados a base de frutas o
“vinos de frutas” realizados con diferentes cepas de levadura del género
Saccharomyces se han presentado como una opcion para el aprovechamiento de
productos frutales de temporada, que en zonas tropicales tienden a generar pérdidas
postcosecha debido al crecimiento productivo, por la diversificacion de cultivos y por
politicas econdémicas que se viven en el pais (Ramirez & Arias, 2000).

En estudios efectuados con relacion a la elaboracion de bebidas alcohdlicas con
distintas frutas, se puede mencionar a Salazar (2010) quien utiliz6 manzanas para la
elaboracion de mostos y evalud tres distintos tipos de levaduras, sefiala que obtuvo el
mejor desempefio con Saccharomyces bayanus en el rendimiento final del producto

que fue de 80,77% en mostos limpios y 51,37% en mostos con sélidos en suspension.

Asi mismo, Guerra (2014) indic6 que en la produccion de este tipo de bebida
alcohdlica pero utilizando borojé cumple con la normativa INEN 374 para vinos de
frutas, en este experimento se utiliz6 levaduras vinicas y de panificacion obteniendo
11.81 °GL y 11.75 °GL respectivamente de grado alcoholico; ademas en el estudio
sensorial determin0 buena aceptabilidad, dandole importancia al atributo “sabor a

alcohol”.



En otro experimento ejecutado por Kadge, Patil, & Sonkamble (2021) demuestran
que las mezclas de zumos de mandarina Nagpur y uva con la adicién de miel como
fuente de carbono, alcanzan un contenido de alcohol etilico de 11.85%, asi como
puntuaciones altas en la aceptabilidad sensorial en la proporcion 80:20 de zumos de
mandarina y uva respectivamente; sin embargo encontraron que se genera un
decremento de etanol en la fase de almacenamiento debido a la interaccion entre

alcoholes y acidos para la formacion de ésteres.

1.1.1. Mandarina

La mandarina se encuentra dentro del grupo de citricos de especies Ilamados
mandarino, donde se puede diferenciar Citrus reticulata, Citrus reshni, Citrus unshiu
e hibridos como Citrus tangerina; se extiende en las zonas tropicales desde el ecuador
23° latitud norte o 24° latitud sur, por lo que la calidad de la fruta varia dependiendo
de la zona, por factores como los microclimas y la altitud geogréafica, lo cual genera
distintas variedades y estados de consumo de la fruta, esto ha conllevado a que la
mandarina no siempre tenga el color amarillo — naranja caracteristico que se observa

al alcanzar el estado 6ptimo de maduracién (Miranda et al., 2020).

1.1.1.1. Taxonomia de la mandarina

Tabla 1: Descripcion taxonémica de la mandarina

Descripcion Denominacion
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Division Tracheophyta
Clase Magnolipsida
Superorden Rosanane
Orden Sapindales
Familia Rutaceae




Género Citrus

Especie C. reticulata,

Elaborado por: Vallejo, Y. Adaptado de: Integrated Taxonomic Information
System (2023)

1.1.1.2. Composicion nutricional

Tabla 2: Composicion nutricional de mandarina

Porcion de 100 g

Energia (Kcal) 43
Proteinas (g) 0,8
Lipidos totales (g) Tr
Hidratos de carbono (g) 9
Fibra (g) 1.9
Agua (g) 88.3
Calcio (mg) 36
Hierro (mg) 0,3
Yodo (mg) Tr
Magnesio (mg) 11
Zinc (mg) 0,4
Sodio (mg) 2
Potasio (mg) 160
Fésforo (mg) 17,2
Selenio (ng) Tr
Tiamina (mg) 0,07
Riboflavina (mg) 0,02
Equivalentes niacina (mg) 0,3
Vitamina B6 (mg) 0,07
Folatos (ng) 21
Vitamina C (mg) 35
Vitamina A (ng) 56
Vitamina D (ng) 0

Vitamina E (mg) -

Elaborado por: Vallejo, Y. Fuente: (Fundacion Espafiola de Nutricién, 2013)



1.1.1.3. Produccion de mandarina en Ecuador

La mandarina en el pais se produce en distintas zonas, en la region Sierra esta la
mandarina pequefia (criolla de Patate) donde las areas mas adecuadas son las
estribaciones de la cordillera y los valles secos; en zonas tropicales se dan las
mandarinas grandes (manabita) y en las zonas subtropicales se encuentra cominmente
la mandarina roja o rosada (Stacey, 2014).

De acuerdo con el Il Censo Nacional Agropecuario, la superficie ocupada por
siembras de mandarina es de 4587 ha. de forma asociada y 2077 ha. como monocultivo
(INEC, 2000). En el afio 2017 la superficie de siembra nacional ha incrementado en
un 4% por lo que la produccion y el rendimiento aumentd en un 17% con respecto a
2016, pese al crecimiento de la coseche se han generado pérdidas econémicas por la
alta produccion de mandarinas en los meses de abril — septiembre, ademaés factores
como el cultivo no controlado, las plagas, las épocas de lluvias, entre otros; han
generado caida del precios disminuyendo de 11.35 USD en 2016 a 9.40 USD en 2017,
lo que representa el 21% de pérdida. (Ministerio de Agriculturay Ganaderia, 2017).
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Figura 1. Precios nacionales promedios establecidos en mercados mayoristas (Quito,
Ambato, Latacunga y Riobamba) de 2016 a 2017

Fuente: (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2017).



1.1.2. Cidra

La cidra o chayote es un fruto con similitud a la calabaza y pertenece a la familia
Cucurbitaceae, es una planta trepadora y normalmente se aprovecha gran parte de ella,
como el fruto, las raices y las hojas (Baque & Bermeo, 2018; Moreira, 2018). Su
cultivo puede darse durante cualquier época del afio y su ciclo productivo es de tres
afios en promedio (Reyes, 2012). Este alimento es originario de los Andes y México y
actualmente es producido y consumido mayormente en paises de América Central
(Bague & Bermeo, 2018).

1.1.2.1. Taxonomia de la cidra o chayote

Tabla 3. Descripcidn taxondmica de la cidra

Descripcion Denominacién
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitaceae
Subfamilia Cucurbitoideae
Tribu Sicyeae
Subtribu Sicyinae
Género Sechium
Especie Sechium edule (Jacq.) Sw.

Elaborado por: Vallejo, Y. Adaptado de: (Moreira, 2018)

1.1.2.2. Composicion nutricional



Tabla 4: Composicion nutricional de la cidra

Porcién de 100 g

Energia (Kcal) 19
Carbohidratos (g) 4,51
Almidones (g) 0,20
Fibra (g) 1,70
Lipidos 0,13
Proteinas (g) 0,82
Vitaminas

Tiamina (mg) 0,03
Riboflavina (mg) 0,03
Niacina (mg) 0,47
Acido pantoténico (mg) 0,25
Acido folico (ug) 93
Vitamina C (mg) 7,70
Vitamina A (Ul) 56
Vitamina E (mQ) 0,12
Vitamina K (ug) 4,10
Cenizas

Sodio (mg) 2
Calcio (mg) 17
Magnesio (mg) 12
Fésforo (mg) 18
Potasio (mg) 125
Zinc (mg) 0,74
Manganeso (mg) 0,38

Elaborado por: Vallejo, Y. Fuente: (USDA, 2019).

1.1.2.3. Produccion de cidra en Ecuador

Correa & Jara (2017) menciona que, en el pais no existen datos para la cidra, pero se
conoce que es un producto que esta desde la pre-colonizacion y se ha aprovechado su
fruto, las hojas tiernas y las raices. Al no ser un cultivo importante, tiene poca acogida

en los mercados nacionales. Sin embargo, se han encontrado cultivos en lugares no



especificos en las provincias del Oro, Bolivar, Orellana, Azuay y Tungurahua (Correa
& Jara, 2017). En esta ultima, se encuentran en las zonas rurales de los distintos

cantones como Barios, Pelileo y Patate.
ESMERALDAS

SUCUMBIOS

Figura 2: Ubicacion geogréafica de los cultivos de cidra.

Fuente:(Correa & Jara, 2017).

1.1.3. Levaduras

De acuerdo con Montes de Oca etal. (2016) las levaduras son hongos que se
encuentran predominantemente en estado unicelular, son eucariotas y tienen
caracteristicas de resistencia frente a los agentes antibacterianos; su tamafio oscila
entre 5— 10 um, siendo mayor al de las bacterias y su reproduccion se da generalmente
por gemacion. Segun Viticulture & Enology (2016) y Kurtzman & Fell (1998)
citado por Arias et al. (2019) las levaduras tienen morfologia globosa, elipsoide,
ovoide y/o alargada, sin la presencia de produccién de pseudohifas.

Levaduras del género Saccharomyces son de importancia industrial puesto que
permiten obtener nuevos productos alimentarios fermentados como el pan, el vino,

cerveza, etc. los cuales se han aprovechado desde siglos atrés.



1.1.3.1.Condiciones fisicas 6ptimas de desarrollo de levaduras

Mayormente las especies de levadura se desarrollan eficientemente en ambientes
calidos, azucarados, diluidos y aerdbicos; su crecimiento estd condicionado por
factores como la temperatura (mas baja 20 °C, més alta 50 °C), siendo la 6ptima 35 °C;
el pH ideal se encuentra entre 4.5 y 6.5 dependiendo de las especies; la acidificacion
con acidos organicos al medio inhiben el desarrollo de las levaduras debido a que
pueden reducir el pH intracelular a través de la membrana de la levadura tras su
translocacion; la presencia de oxigeno en el medio es fundamental, pues mayormente
son aerobias, ya que el Oz es factor primordial en la biosintesis de acidos grasos de la

membrana celular (Walker, 2009).

1.1.3.2. Saccharomyces cerevisiae

Este microorganismo es conocido como la “levadura de la cerveza” por su origen
etimoldgico del griego Saccharo = azlcar, myces = hongo y cerevisiae = cerveza,
pertenece a la familia Saccharomycetaceae, de la clase Hemiascomycetes. Al tener una
tasa de crecimiento acelerado, sus cultivos son faciles de mantener y pueden aislarse
colonias facilmente (Arias et al., 2019; Cirulli, 2018).

Dentro de los productos mayormente obtenidos empleando S. cerevisiae se encuentran
las bebidas alcohdlicas que se consiguen gracias al proceso de fermentacién, donde,
las levaduras inician con la glic6lisis de la cual se consigue dos moléculas de piruvato
de cada azucar, este piruvato se descarboxila y se genera etanol y CO, (Zumarraga
& Barbero, 2013). Las levaduras tienen como prioridad el consumo de moléculas de
glucosa a mayor velocidad, que moléculas de fructosa, debido a que los
transportadores celulares tienen afinidad por la glucosa de tal manera que se logran
bebidas 6ptimas cuando se utiliza materias primas ricas en azucares como fuentes de

carbono.

Cabe destacar, que de acuerdo con las condiciones del medio, se generan rutas
metabolicas distintas, lo cual lleva a la produccion de metabolitos secundarios como

el glicerol, &cido acético, acidos organicos, entre otros que contribuyen a la calidad



sensorial de las bebidas producidas a partir de esta fermentacion (Zumarraga &
Barbero, 2013).

1.1.3.3. Saccharomyces bayanus

Al igual que S. cerevisiae previamente descrita, Saccharomyces bayanus es utilizada
en la transformacion de alimentos. Destacando en la produccidn de bebidas alcohdlicas,
se diferencia con S. cerevisiae por ser una levadura de vinificacion con propiedades
enoldgicas especificas (Coronel, 2015) que se relacionan con la actividad fermentativa
de la levadura, tal como el poder fermentativo alusivo a la cantidad de alcohol
generado y por tanto, resistencia al mismo del 16% alc/vol, la fuerza de fermentacion
que indica la velocidad a la que se inicia el proceso fermentativo, la resistencia a
compuestos sulfurados para evitar problemas en la iniciacién, asi como los cambios
de temperatura en un rango de 12 — 35 °C (Mifo et al. 2011; Polo, 2018).

De igual manera, se consideran levaduras vinicas por los aportes en la calidad sensorial,
que contribuyen al desarrollo de aromas por la liberacion de terpenoides de la fruta },
y tioles volatiles, desarrollo de ésteres deseables, acidez en mayor o menor grado,

mayor proporcion de glicerol, entre otros (Fleet, 2008).

1.1.4. Fermentacién

La fermentacion es un proceso oxidativo de la materia organica para convertirla en
energia (ATP) consumida por los mismos microorganismos, generando a la vez otros
productos organicos aprovechables; se da principalmente por la accion de levaduras y
en menor medida por algunas bacterias en ambientes anaerobios, el sustrato principal
para dicho proceso son los carbohidratos fermentables; este bioproceso ha
evolucionado en el desarrollo de varios alimentos como masas fermentadas para
elaboracion de pan, granos fermentados en la cerveza, fermentacion de frutas para
producir “vinos de frutas”, por nombrar algunos, lo cual ha permitido la conservacion
de las matrices alimentarias que tienden a perecer con el tiempo (Puerta Quintero,
2010).



1.1.4.1. Fermentacién alcohdlica

La fermentacion alcohdlica es una de las mas conocidas implicadas en la
transformacion, conservacion y estabilizacion de sustratos alimenticios ricos en
azucares como los jugos de frutas y/o verduras (Ciani et al., 2008). Se genera través
de la descomposicion de hexosas como la glucosa y fructosa presente en dichos
alimentos de manera natural provocando la sintesis de productos como el etanol
(Narvaez Guerrero, 2020).

Este tipo de fermentacion empieza en con la via glicolitica Embden — Meyerhof que
forma el &cido piravico, seguido se descarboxila no oxidativamente el piruvato por
labor de la enzima descarboxilasa pirtvica que produce acetaldehido y CO; a partir
del requerimiento de TPP (tiaminpirofosfato) y Mg?*. A continuacién, por la enzima
alcohol deshidrogenasa se cataliza el acetaldehido que opera como aceptor de
electrones de nicotinamidadenindinucleétido (NADH) reducido que produce etanol y
NAD™* (Carbonero, 1975).

CHg - CHO tNADH+ H' $==—=== (CHg- CH0H + NAD"

1.1.5. Bebidas alcohélicas fermentadas de frutas

Se trata de bebidas obtenidas a través de la fermentacion de los azlcares de ciertas
frutas, granos o raices para obtener alcohol etilico con una concentracion entre 5 —
15 °GL (Ulloa, 2015). De acuerdo con la norma INEN 374 se clasifican conforme al

azUcar afadida y gases disueltos al final de la fermentacion en:

- Vino seco de frutas: Se determina como vino seco a aquellos que después de
la fermentacion contienen un maximo de 25 g/L de azucares (NTE INEN 374,
2016). De acuerdo con Garceés (2013) contienen < 5 g/L azUcares.

- Vino semidulce (semiseco) de frutas: Se trata de aquellos que contienen 30 —
50 g/L azucares (Garcés, 2013).

- Vino dulce de frutas: Son vinos frutales con una concentracion de azlcares
mayores a 50,1 g/L (NTE INEN 374, 2016).
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- Vino espumoso (espumante) de frutas: Trata de vinos con espumosidad
natural generada por la presencia de CO2, minima de 300 kPa (NTE INEN 374,
2016).

- Vino gasificado (carbonatado) de frutas: De acuerdo con normativa se les
Ilama asi, cuando presentan un maximo de 350 kPa en contenido de CO2 (NTE
INEN 374, 2016).

1.1.5.1. Requisitos de vinos de frutas

Las bebidas alcohdlicas fermentadas a base de frutas se conocen como ““vino de frutas”

de acuerdo con la normativa ecuatoriana. NTE INEN 374, 2016.

Tabla 5: Requisitos para vino de frutas, INEN 374

Requisitos Unidades Minimo Maximo
Alcohol % 6,0 -
Acidez volatil g/L - 1,5
Acidez total g/L 3,5 -
Anhidrido sulfuroso mg/L - 400,0
Metanol mg/L - 1000,0

Fuente: NTE INEN 374

1.1.6. Parametros para medir la fermentacion alcohdlica

1.1.6.1. Curva de crecimiento celular

La cinética celular se desarrolla en todos los microorganismos, se diferencian distintas
etapas que se representan como el logaritmo del nimero de bacterias por unidad de
tiempo (Winn et al., 2006).

La fase de latencia o fase lag, es aquella donde los microorganismos se adaptan a las

condiciones del medio, en ésta las células sintetizan enzimas, metabolitos, cofactores
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y demas que permiten la estabilizacion de los depdsitos intracelulares de nutrientes
(Winn et al., 2006).

La fase de crecimiento progresivo se da mientras las velocidades de reaccion
enzimaticas se acercan al estado estacionario (Winn et al., 2006). Continuando, la fase
de crecimiento exponencial o fase logaritmica es aquella donde los microrganismos ya
se encuentran adaptados al medio y la division celular se da a las velocidades maximas,
la poblacion celular se desarrolla exponencialmente llevando a cabo el proceso
fermentativo mientras consume los sustratos ricos en glucosa para producir etanol,
esta fase se encuentra bajo condiciones de temperatura especificas para cada
microorganismo, en el caso de levaduras alrededor de 35 °C, la fuente de carbono, la
tension del oxigeno, entre otros factores (Blanco, 2016; Marquez, 2015; Winn et al.,
2006).

Luego se encuentra la fase estacionaria, donde el nimero de células nuevas es igual
al numero de células muertas que ceden por la falta de nutrientes y por la concentracién
de sustancias que los microbios desechan, sin embargo, aun pueden presentar actividad
celular y metabdlica (Blanco, 2016). Finalmente, la fase de muerte se da cuando ya no
existe un estado de crecimiento y las células entran en un proceso de lisis y se genera
por factores como el agotamiento de la fuente de nutrientes y energia (Blanco, 2016;
Stainer et al., 2005).

1.1.6.2. Cinética de crecimiento microbiano

La estequiometria del crecimiento microbiano presenta dificultades al enunciar a la
biomasa como un compuesto quimico, por lo que Se recurre a expresarse como
rendimientos (Yxss; Yris) que permiten relacionar las cantidades de biomasa y
producto con respecto a las cantidades de sustrato que se consuman, al tomar como
punto de referencia el inicio y final del proceso fermentativo se puede calcular dichos

rendimientos de la siguiente manera (Castafieda, 2019; Constante, 2015).

Biomasa producida _AX X — X

>~ Masa sustrato consumido  AS Sy — Sy
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Producto producido AP Py

Y = = —_— = —
% Masa sustrato consumido AS Sy —Sf

1.1.6.3.Acidez Total

La acidez total es requerida para conocer el tipo de vino, cumplir con la normativa
vigente o controlar la estabilidad; no tiene una relacion directa con el pH por la
variacion de la capacidad tampdn. (Tenorio Sanz et al., 2014). La acidez total se
utiliza para enunciar el nimero de protones de los &cidos organicos que no se disocian
presentes en el producto final, asi como la equivalencia de protones de los aniones del
acido organico; en general expresa valores de cada acido organico disociado o no a

excepcion del acido carbonico y didxido de azufre (Tsegay, 2020).

1.1.6.4.Azlcares (Brix)

Los grados Brix, es una variable que debe monitorearse durante la fermentacion para
conocer la evolucién del sustrato frente al consumo de las levaduras. La concentracion
de azlcares determinara el grado alcohdlico potencial que se obtendra de la bebida una
vez finalizada la fermentacion; por lo que una alta concentracion de azlcares de la
fruta natural o afiadidos bajo condiciones 6ptimas para la vinificacion garantiza un alto

contenido alcohdlico en el producto final (Fredes et al., 2021).

1.1.6.5. Grado alcohdlico

El alcohol obtenido por la participacion de las levaduras durante la fermentacion de
los azUcares de las frutas se conoce como etanol, la evaluacion de este pardmetro es
esencial para clasificar una bebida alcoholica, asi como para determinar el gusto que
tendra al consumirse. El grado alcohdlico hace referencia a la porcion de etanol
contenido en un volumen especifico, normalmente en bebidas alcoholicas fermentadas

a base de frutas, como el vino tiene una graduacion del 7 % al 16% (Fuentes, 2019).
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Su anélisis se lo realiza mediante destilacion del alcohol que permite obtener los
liquidos organicos aplicando los distintos puntos de ebullicion de los compuestos esto
con el fin de obtener una mezcla etanol — agua, que facilita la medicion con

alcoholimetros graduados (Mulet-Hing, 2013).

1.1.6.6. Acidez volatil

Se trata de la presencia de acidos organicos indeseables en la sintesis de las bebidas
alcohdlicas, se representan como acido acético en un 90% del total de &cidos volatiles
y se genera a partir de algunas frutas, pero también puede producirse por la accién de
levaduras que oxidan el etanol procedente de la fermentacidn en presencia de oxigeno;
la acidez volatil compromete el perfil de calidad de los vinos (Tsegay, 2020).

Vilela (2019) indica que la presencia de acido acético en concentraciones mayores a
0.8 — 0.9 g/L causan la degradacion del vino por el destacable olor a vinagre y sabor

agrio; e indica que el limite m&ximo es de 1.2 g/L de &cido acético.

1.1.6.7. Metanol

La evaluacion del metanol en las bebidas alcohdlicas es necesaria para conocer la
toxicidad que puede contener la bebida, esto debido a que el metanol se trata de un
alcohol estructuralmente parecido al etanol, pero con propiedades negativas que
pueden llevar al consumidor a padecer ceguera e incluso la muerte, incluso con la
ingesta de pequefias cantidades de 1g/kg de metanol (Lopez et al, 2020; Mayner-
Tresol & Reyna-Villasmil, 2018).

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General
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Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y cinética de produccién de biomasa de dos
tipos de levaduras Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus en la
fermentacion alcoholica de una bebida a base de mandarina (Citrus reticulata) y cidra

(Sechium edule)

1.2.2. Objetivos Especificos

- Elaborar la bebida alcohdlica fermentada a base de mandarina (Citrus
reticulata) y cidra (Sechium edule) utilizando las cepas de Saccharomyces
cerevisiae y Saccharomyces bayanus

- Evaluar el efecto de los dos tipos de levadura en las caracteristicas
fisicoquimicas de la bebida alcohélica

- Determinar la cinética de produccién de biomasa de los dos tipos de levaduras
Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus durante el proceso de

fermentacion.

1.3. Hipdtesis

1.3.1 Hipotesis nula

Los porcentajes de zumos de mandarina (Citrus reticulata) y cidra (Sechium edule) y
el tipo de levadura en la bebida alcohdlica no influira en las caracteristicas

fisicoquimicas y en la cinética de produccion de biomasa.

1.3.2. Hipotesis alterna

Los porcentajes de zumos de mandarina (Citrus reticulata) y cidra (Sechium edule) y
el tipo de levadura en la bebida alcohdlica influira en las caracteristicas fisicoquimicas

y en la cinética de produccién de biomasa.
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1.4. Senalamiento de las variables

1.4.1.

1.4.2.

Variables independientes

Tipo de levaduras

Porcentajes de zumos de mandarina y cidra

Variables dependientes

Parametros fisicoquimicos
Grado alcoholico

Produccién de biomasa
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CAPITULO Il

METODOLOGIA

2.1. Materiales

2.1.1. Materia Prima

Las dos principales materias primas (mandarinas y cidras) han sido obtenidas en el
mercado mayorista de San Pedro de Pelileo, mientras que el resto de los materiales se
han conseguido en tiendas populares de la ciudad de Ambato.

- Mandarinas

- Cidras

- Azucar

- Levaduras (Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus)

2.1.2. Materiales de laboratorio y utensilios

- Vasos precipitacion
- Tubos de Ensayo

- Gradilla

- Pipeta

- Micropipeta

- Cémara Neubauer

- Cubreobjetos

- Equipo de titulacion
- Equipo de destilacion
- Matraz Erlenmeyer
- Baldn de aforo

- Botellas plésticas

- Airlocks
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2.1.3.

2.14.

Manguera

Jeringas

Fundas pléasticas negras
Cuchillo

Colador

Embudo

Ollas

Equipos

Extractor de zumos eléctrico
Refractdmetro portatil
Potenciémetro (pH — metro)
Microscopio optico
Termostato

Destilador VVapodest

Reactivos

Metabisulfito de Sodio
Hidrdxido de Sodio 0,1 N
Fenolftaleina 1%

Acido sulfarico

Solucion de almidon
Solucion de yodo 0,005 M
Tetraborato sédico 55 g/L
Acido fosforico 0,05 M
Permanganato de potasio 0,05 M
Bisulfito de sodio 0,05 M
Acido cromotrépico
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2.2.Métodos

2.2.1. Proceso tecnologico de la elaboracion de la bebida fermentada

Para la elaboracion de la bebida alcohdlica se siguié el siguiente esquema de la figura

3
RECEPCION
¥
SELECCION DELA Mivel de madurez — registro da
FEUTA pesg
¥
EXTRACCION ¥ Presancia de solidos fibrozos v
FILTRADO zemillzs
L4
CARACTERIZACION pH - *Erix - Acidez
PREPARACION DEL 21 "Brix; 3,6 — 4.0 pH; 0.01%
WMORTO matabizulfito de sodia
- . l - 0.2 % levadura pre activada
ACTIVACIONDE LA | INOCULACION (35°C — 20 min)
LEVADURA l
FERMENTACION 20 -25 dias — control
pH, “Brix, acidez, *C
L 4
FINDELA Control temperatura -
FERMENTACION pH v “Brx, “GL,
Il
TRASIEGO Con manguera astéril
i
FILTEADO Filtro 0,3 — 3 micras
k.
PASTEURIZACION 10 - 30 mm; &0 - 83 °C
ESTERILIZACION DE -
BOTELLAS EMBOTELLADO Botellas ambar
ATMACEMAMIENTO

Figura 3: Diagrama de proceso para el desarrollo de la bebida alcohdlica

Fuente: Elaboracion propia
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2.2.1.1.Seleccion y lavado de la materia prima

Se selecciono las materias primas por indice de madurez y se desecho a aquellas que
no cumplian con el requerimiento, como frutas dafiadas, podridas o contaminadas con
enfermedades propias de las mismas. Se procedio a lavar con abundante agua limpia,
retirando trozos organicos ajenos a las materias primas (tallos, hojas), asi como tierra

y piedras que se hallaron, especialmente en las cidras.

2.2.1.2. Extraccién de zumos

Se extrajo un total de 15 L para cada una de las matrices alimentarias. Para las
mandarinas se utiliz6 extraccion mecanica manual, con ayuda de un exprimidor de
zumos y un tamiz para filtrar. Mientras que el zumo de cidra fue obtenido mediante el
uso de un extractor de zumos marca OSTER, y luego fue tamizado dos veces para

evitar la presencia en exceso de cualquier material fibroso.

2.2.1.3. Caracterizacion fisicoquimica de los zumos

- pH

La muestra se homogenizo6 con agitacion antes del procedimiento. Se determiné por
triplicado; para ello, se colocd 30 ml de muestra a un vaso de precipitacion, se mezcld
y se introdujeron los electrodos del potenciometro, teniendo precaucién de que estos
no toquen ni el fondo, ni las paredes del vaso (NTE INEN-1SO 1842, 2013).

- AzUcares totales (°Brix)

Los azlcares totales (°Brix), se determinaron mediante el método AOAC (2007)
932.12, (37.1.15), con un refractometro portatil, los zumos filtrados obtenidos
previamente, se llevaron a 20 °C en un bafio de agua, hecho esto, se procedio a tomar
una gota con ayuda de un gotero 0 una pipeta y se colocé en el refractometro; se
analizaron las muestras de zumo de mandarina y zumo de cidra por triplicado, mismo
procedimiento se detallaen (NTE INEN- I1SO 2173, 2013).
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- Acidez Titulable

Se utilizé el método potenciométrico dispuesto en NTE INEN-1SO 750:2013 para lo
cual se utilizaron 10 ml de zumo de cada una de las materias primas y se disolvié con
90 ml de agua destilada, a esto se le sumé una solucién de hidroxido de sodio 0,1 N
hasta alcanzar un pH de 8.1 — 8.3; la acidez titulable se expresard como % de &cido

citrico para mandarina y para cidra; y se obtuvo mediante la siguiente ecuacion

VNaOH * NNaOH * Meq

Acidez titulable = %Acido citrico =
Vmuestra

2.2.1.4.Preparacion de Mosto

En cada fermentador se prepararon mostos para una formulacién de 2L de acuerdo con
el porcentaje de zumos 25, 50, 75 % y 75, 50, 25 % de mandarina y cidra
respectivamente para cada uno de los tipos de levaduras, dando un total de 6
tratamientos con su respectiva réplica; estos fueron ajustados hasta una concentracion
de azucares de 20 °Brix que fue leido a través de un refractometro portatil marca
ATAGO proporcionado por la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y
Biotecnologia, luego se esterilizaron con la adicion de metabisulfito a razon de 0,01%

con respecto al volumen de los mostos y se esperaron 4 horas antes de la inoculacion.

2.2.1.5. Preparacion de levaduras e inoculacion

La activacion de los dos tipos de levaduras se llevo a cabo bajo las mismas condiciones,
se utiliz6 agua destilada para que las levaduras no sufran estrés por la adicion directa
del mosto en un volumen de 20 ml para cada uno de los tratamientos, se adiciond
azucar blanca comercial y se llevé a pH alrededor de 3,5 con &cido citrico. Cuando el
liquido alcanz6 los 35 °C se adicion6 1 gramo de levadura para cada equipo

fermentador y se mantuvo a temperatura constante durante 20 minutos.
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Con los mostos en cada uno de los equipos de fermentacién, se inocularon las

levaduras y se homogeniz6 hasta asegurar la mezcla adecuada.

2.2.1.6. Fermentacién

Los mostos quedaron en reposo durante 10 dias en los laboratorios de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, no se pudo realizar bajo
condiciones de temperatura especificas, por lo que fermentaron a la temperatura
ambiente de la ciudad de Ambato de 10 — 22 °C (AccuWeather, 2022). Durante el

reposo los tratamientos fueron sometidos a oscuridad.

2.2.1.7. Trasiego

Una vez finalizado el proceso de fermentacion se realizo el trasiego, no sin antes afiadir
100 ppm de metabisulfito de sodio a cada uno de los tratamientos, para evitar
oxidaciones por la exposicion al oxigeno, el trasiego se realizé con ayuda de una
manguera adaptada a una jeringa de 60 ml para separar la bebida de los sedimentos

que se encontraban al fondo del fermentador.

2.2.1.8. Filtrado

El liquido recuperado pasé por un proceso de filtracion mediante dos tamices para

terminar de separar cualquier resto de sedimentos.

2.2.1.9. Pasteurizado

Se realizd una pasteurizacion lenta en un intervalo de 60 — 65 °C por 20 minutos para
cada tratamiento, para ello se utilizaron ollas de acero inoxidable previamente llevadas

a calor para esterilizar.
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2.2.1.10. Embotellado

Seguido del proceso anterior, se embotell6 cada tratamiento en botellas color ambar
previamente esterilizada a temperatura de ebullicion por 15 minutos y finalmente

fueron tapadas.

2.2.2. Caracterizacion fisicoguimica de la bebida alcohodlica

Se realizaron controles durante los 10 dias de fermentacion de:

- pH
Con un pH-metro marca BANTE modelo 210 de acuerdo con (NTE INEN-1SO 1842,
2013.

- Brix

Con el refractometro portatil marca ATAGO siguiendo la metodologia de AOAC
(2007) 932.12, (37.1.15)

- Acidez total

La acidez total expresada en g/L de &cido tartarico se determind de acuerdo con el
método de ensayo OIV-MA-AS313-01, para ello se prepard la muestra eliminando el
CO. presente agitando la muestra. La titulacion se hizo con fenolftaleina como
indicador. Luego se colocd 30 ml de agua destilada en el matraz junto con 1 ml de
indicador y 10 ml de muestra preparada, se titul6 con NaOH 0,1 mol/L hasta obtener
el viraje de color a rosa palido, el volumen gastado de la base serd n en ml, dato que

permitira conocer la acidez total mediante la siguiente ecuacion:
A=10n

Para obtener la acidez total en g &cido tartarico / L se calcul6 con la ecuacion descrita

a continuacion:

A'=0075xA
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2.2.2.1. Grado alcohdlico

Una vez finalizada la fermentacion se determiné el grado alcohdlico a través de NTE
INEN 340, mediante la destilacion de la bebida alcohdlica. Para ello, se utilizaron 100
ml de la bebida fermentada, se coloc6 en el matraz de fondo redondo y se calenté a 78
— 80 °C para evaporar el alcohol, sin llegar al punto de ebullicion del agua, el alcohol
evaporado paso por un condensador y se recogié el etanol en una probeta graduada,
seguido a eso se llevd a volumen 100 ml con agua destilada. Obtenido el alcohol etilico,
se procedi6 a utilizar el método del alcoholimetro de vidrio, con el cual se dié lectura
de los grados de etanol contenidos en cada muestra previamente llevada a 15 °C de

acuerdo con la temperatura de calibracion del alcoholimetro.

El mejor tratamiento con mayor grado alcohdlico fue evaluado con otros

parametros de acuerdo con INEN 374.

2.2.2.2. Acidez volatil

Por falta de tiempo para la destilacion convencional se utilizo la técnica de destilacion
con arrastre de vapor mediante el equipo Destilador Vapodest marca GERHARDT
modelo TT625 Al cual se le adicion6 20 ml de la muestra junto con 2 ml de una
solucidn de acido tartéarico al 25% y se recuperé alrededor de 200 ml de destilado, a
éste se procedio a titular con NaOH 0.1M (n), seguido se afiadieron gotas de H2SO4
25% para acidificar y una solucion de almidén y se titulé con una solucion de yodo
0,005M (n"); finalmente se afiadié Borax y se tituld con solucion de yodo 0,005M ()
Los volimenes gastados de las titulaciones sirvieron para calcular la acidez volatil en
forma de &cido acético mediante la siguiente ecuacion.
AV =0,300(n—0,1n" —0,05n")

2.2.2.3. Metanol

El metanol se determind cualitativamente para conocer la presencia o ausencia en la
bebida alcohdlica, para ello se consider6 la metodologia propuesta por Ldpez et al.
(2020); donde se colocd 1 ml de la muestra y se afiadio 1 gota de acido fosforico 0,05
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My 1 gota de permanganato de potasio 0,05M, se homogenizo y se dejo en reposo por
un minuto; seguido se coloc6 gota a gota una disolucion de bisulfito de sodio 0,05M
hasta que el violeta generado por el permanganato de potasio desaparezca (viraje de
color a café, por lo que se agregd gotas de acido fosforico 0,05M hasta obtener un
color transparente; finalmente se colocaron 5 ml de acido cromotroépico y se llevé a

calentamiento por 10 minutos a 60 °C.

2.2.3. Cinética de produccién de biomasa

2.2.3.1. Poblacion celular

- Conteo celular

Se realizo el conteo celular a diario durante la fermentacion mediante el uso de un
microscopio Optico y la camara de Neubauer, con los cuales se determind el
crecimiento celular de cada uno de los tratamientos, con estos datos se procedié a
calcular la concentracion de células, el tiempo de generacion, y los coeficientes de
rendimiento de biomasa y producto de acuerdo con las ecuaciones descritas a

continuacion.
N = Nozn

Donde:
N: Numero final de células
No: Namero inicial de células
n: Numero de generaciones que han ocurrido en la fase exponencial
t: Tiempo transcurrido entre cada generacion

Tiempo de generacion = t/n

masa de células nuevas

YM/S =

masa de sustrato consumido para formar células nuevas

masa de producto formado

YP/S =

masa de sustrato consumido para formar producto
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Donde:

Ywis = Coeficiente de rendimiento para la produccion de biomasa por gramo de

sustrato consumido.

Yeis = Coeficiente de rendimiento para la produccion de etanol por gramo de sustrato

consumido

La cinética de crecimiento se establecerd de acuerdo con la fase exponencial de la

curva de crecimiento de las levaduras.

2.2.4. Tratamiento Estadistico

2.2.4.1. Disefio Experimental

Los tratamientos se prepararon mediante el disefio factorial A*B (Tabla 6) para el
posterior andlisis estadistico con réplicas de cada uno. Se detallan los factores y niveles

de un total de 12 tratamientos.

FACTOR A: Porcentaje de zumos

ao 25 % Mandarina; 75% Cidra

a1 50 % Mandarina; 50% Cidra

a 75% Mandarina; 25% Cidra

FACTOR B: Tipo de Levadura

bo Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion (Levapan) [Liofilizada]

by Saccharomyces bayanus para vinificacion (Fermivin 4F9) [Liofilizada]

Tabla 6: Disefio A x B, para conocer la influencia de los factores en el pH, Brix, acidez

total, grado alcoholico y cinética durante la fermentacion
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FACTOR A

a0 al a2

Rl Rl Rl
2 b0 R R R
E 2 2 2

R]_ R]_ Rl
S | m
L R» R» R2

Tratamientos

AoboR1: Tratamiento con 25% de zumo de mandarina y 75% de zumo de cidra con

Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion.

AoboR2: Tratamiento con 25% de zumo de mandarina y 75% de zumo de cidra con

Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion.

AiboR1: Tratamiento con 50% de zumo de mandarina y 50% de zumo de cidra con

Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion.

A1boR>: Tratamiento con 50% de zumo de mandarina y 50% de zumo de cidra con

Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion.

AxboR1: Tratamiento con 75% de zumo de mandarina y 25% de zumo de cidra con

Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion.

AzboR2: Tratamiento con 75% de zumo de mandarina y 25% de zumo de cidra con

Saccharomyces cerevisiae comercial para panificacion.

AobiR;: Tratamiento con 25% de zumo de mandarina y 75% de zumo de cidra con

Saccharomyces bayanus comercial para vinificacion cepa 4F9.

AobiR>: Tratamiento con 25% de zumo de mandarina y 75% de zumo de cidra con

Saccharomyces bayanus comercial para vinificacion cepa 4F9.

Ai1biR;: Tratamiento con 50% de zumo de mandarina y 50% de zumo de cidra con
Saccharomyces bayanus comercial para vinificacion cepa 4F9.

A1b1R2: Tratamiento con 50% de zumo de mandarina y 50% de zumo de cidra con
Saccharomyces bayanus comercial para vinificacion cepa 4F9.
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AxbiR;: Tratamiento con 75% de zumo de mandarina y 25 % de zumo de cidra con
Saccharomyces bayanus comercial para vinificacion cepa 4F9.

Axb1R>: Tratamiento con 75% de zumo de mandarina 'y 25 % de zumo de cidra con

Saccharomyces bayanus comercial para vinificacion cepa 4F9.

2.2.4.2. Analisis Estadistico

Para el analisis estadistico los datos se trataron con la ayuda de ANOVAS de dos vias
(Tabla 7) que permitieron conocer la interaccion entre los factores A y B detallados
en la seccion anterior en el desarrollo de las variables dependientes (grado alcohdlico,
acidez, °Brix, cinética microbiana, etc.) y la prueba post hoc de Tukey (p < 0.05) que
indico con mayor detalle dichas interacciones. Dicho tratamiento de datos se lo hizo

mediante el paquete estadistico IBM SPSS Statistics.
El modelo matematico para este arreglo factorial se definira por la siguiente ecuacion
Yik = p+ai+ B+ a*Bij+ eij EC.

Tabla 7: ANOVA para el disefio factorial A x B con replicacion

F.V. S.C. G. L. C.M. Fexp

Factor A SCA a-1 CMA CMA/CMR
Factor B SCB b-1 CMB CMB/CMR
Interaccion  SC(AB) (a-1) (b-1) CM(AB) CM(AB)/CMR
Residual SCR ab(r-1) CMR

TOTAL SCT abr-1 CMT

Fuente: Lara Porras (2000)
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Elaboracion de la bebida alcohdlica

En la tabla 8 se encuentra la formulacion para 2 litros de mosto de cada uno de los
tratamientos propuestos. Las concentraciones de zumos de cidra y mandarina fueron
de 75:25, 50:50 y 25:75 de cada fruta respectivamente para cada tratamiento. La
adicion de metabisulfito de sodio permitid la esterilizacion de los mostos al actuar
sobre levaduras y bacterias propias de las frutas evitando posibles contaminaciones y
ademaés oxidaciones durante la fermentacién (Ruiz, 2011). Por otra parte, los azucares
fueron ajustados hasta 20 °Brix de acuerdo con la tabla C1 para cada tratamiento
(Anexo C1), de esta manera se conocio la cantidad en Kg de azlcar necesario para
obtener un rendimiento de etanol que supere el 6% de acuerdo con la normativa vigente
ecuatoriana.

Kadge et al. (2021) menciond en su investigacion de “vino de mandarina Nagpur” la
adicion de azucares de cafia y miel hasta alcanzar los 24 °Brix y esterilizd los mostos
con 150 ppm de benzoato de sodio. Mientras que XU & LIN (2009) indican que para
la preparacion de mostos de chayote se lleva a 24 °Brix y antes de inocular se
pasteuriza y se enfrian los jugos. Estos autores demuestran que es necesario realizar
ajustes y esterilizaciones a los mostos con el fin de brindar las condiciones 6ptimas
para la fermentacion alcoholica sin la presencia de microorganismos nativos propios
de la mandarina y cidra, asi como, un grado considerable de soélidos solubles
fermentables para generar la mayor cantidad de etanol producido por el proceso de

glucdlisis que transforma la glucosa y fructosa en alcohol (Narvaez-Guerrero, 2020).
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Tabla 8: Formulacién para 2L de cada tratamiento de la bebida alcohdlica

T1 T2 T3 T4 T5 T6
Materiales

RTL R2 Rl R2 Rl R2 Rl R2 R1I R2 R1 R2

Mandarina % 25 25 50 50 75 75 25 25 50 50 75 75
L 05 05 1 1 15 15 05 05 1 1 15 15

Cidra % 75 75 50 50 25 25 75 75 50 50 25 25

L 15 15 1 1 05 05 15 15 1 1 05 05

S. cerevisiae % .025 .025 .025 .025 .025 .025 - - - - - -
' g 1 1 1 1 1 1 - - - - - -
. bayanus % - - - - - - 025 .025 .025 .025 .025 .025
' g - - - - - - 1 1 1 1 1 1

Metabisulfito % 01 01 01 .01 .01 .01 .01 0L .01 .01 .01 .01

desodio g 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02 02

Azlcar % - - - - - - - - - - - -
(20°Brix) Kg 0358 0353 0.310 0.310 0260 0.252 0.356 0.352 0311 0.308 0.246 0.273

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

Se prepararon los mostos para cada tratamiento y se sellaron herméticamente los
fermentadores para impedir el paso de oxigeno, ademas se colocaron trampas de aire
(arilock) (figura D2) para evitar sobresaturacion de gases generados por la
fermentacion en forma de CO,. Martinez (2014) afirma que se coloca dicho
dispositivo para impedir el ingreso de aire que oxida al mosto y lo convierte en vinagre

y solo permite la expulsion de didxido de carbono del medio.

Para la activacion de los dos tipos de levadura se diluyd 0.5 g/L de cada cepa en 20 ml
de agua destilada para evitar el estrés osmatico que se genera cuando se utiliza mismos
los mostos para la activacion ya que la osmolaridad del medio es superior a la de las
levaduras por las altas concentraciones de glucosa, limitando las capacidades
fisiolégicas y la viabilidad en un 50 a 80% de los microrganismos, (Gomar, 2015;
Vital & Larralde, 2016). El tiempo de activacion fue de 20 minutos y la temperatura
de 35 — 38 °C, condiciones cercanas a las descritas por Tipan (2017) que menciona
que se debe activar obligatoriamente las levaduras cuando se encuentran liofilizadas a
una temperatura de 32 °C, mientras que Guerra (2014) revela que la hidratacion se da

a 30 °C en los 10 primeros minutos.
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La fermentacion alcohdlica se llevé a cabo a temperatura ambiente de la ciudad de
Ambato (10 — 22 °C) (AccuWeather, 2022) y se dejé en reposo durante 10 dias, hasta
que se observd que cada fermentador dejo de producir CO,. El proceso se dio en
condiciones de oscuridad con ayuda de fundas plasticas negras que cubrieron los
tratamientos con el fin de evitar que se generen procesos de oxidacion (Barrera, 2020).
En una ponencia descrita por Valade (2017) muestra que, al exponer a la luz el mosto,
la riboflavina producida por las levaduras presenta inestabilidad provocando
propiedades oxidativas mayores, ademas con la foto degradacion oxidativa, la
metionina presente se degrada a metional que evolucionara y pasarad a metanotiol y
después a acreolina que generan olores a col, cebolla y ajo, y la presencia de acroleina
incrementara el amargor de la bebida, estas caracteristicas sensoriales generadas por
los compuestos producidos por la foto degradacion se los conoce como “gusto a luz”

en vinos.

3.1.1. Caracterizacion fisicoquimica de las materias primas

Los zumos de las materias primas para la elaboracion de la bebida alcohélica fueron

caracterizados como se detalla en la tabla 9.

Tabla 9: Parametros fisicoquimicos y rendimiento de la mandarina y cidra

Parametro - Valor -
Mandarina Cidra
Rendimiento (Zumo/Fruta) 22.13% 31,89 %
pH 3.45+0.011 6,23 £0.020
°Brix 10.6 £ 0.057 4,05 +0.212
Acidez (% Ac. citrico) 1.07 +0.013 0,061 + 0.003

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

El rendimiento del zumo de mandarina fue de 22.13%, este bajo valor se debe a que la
proporcién de zumo por unidad de fruta es muy baja a diferencia de otros citricos como
la naranja (40 —50%). Las mandarinas utilizadas fueron de maduracion media “pintona”
ya que en este punto es donde se encuentra la mayor cantidad de jugo. Aguaguifia
(2014) muestraun 78.8 y 79.1 % de pulpa en mandarinas pintonas de la zona de Patate
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y Bafos respectivamente. Dicho experimento obtuvo mayor rendimiento al
conseguido en el presente estudio, debido a que se filtraron los zumos con el objetivo
de eliminar el material fibroso propio de la mandarina, puesto que la ausencia de
solidos suspendidos en los mostos permite aumentar rendimientos de producto de

acuerdo a un estudio realizado por Salazar (2010).

El zumo de mandarina alcanz6 un pH promedio de 3.45, mientras que la acidez
titulable alcanzada fue de 1,88 % &cido citrico, los sélidos solubles obtuvieron una
media de 10.6 °Brix, estos valores se relacionan con los obtenidos por Aguaguifia
(2014) que indica que mandarinas para el grado de madurez “pintona” en zonas de
Patate y Barios tienen un pH de 3.74 y 3.53, la acidez en % de &cido citrico es de 1.60
y 2.00% , y los solidos solubles son de 12 y 10 °Brix respectivamente para cada

parametro.

Para la cidra o chayote, el rendimiento obtenido fue de 31.89%, al utilizar un extractor
para la obtencion de los zumos se obtuvo mayor rendimiento en relacion con la
mandarina. En la cidra, gran parte de su peso esta distribuido en su semillay la cascara;
asi mismo, al filtrar el zumo por dos ocasiones, se eliminaron los restos fibrosos, lo
que permitio la obtencion de zumo sin ningun tipo de residuo. Moreira (2018) indica
que el porcentaje de semilla y cascara es de 24.11 y 4.88 % respectivamente para el

grado de madurez “pinton”, mismo que se utilizo en este experimento.

Por otra parte, en las propiedades fisicoquimicas del chayote o cidra se obtuvo un pH
de 6.24, similar al obtenido por Paredes (2022) el cual fue de 5.26, para azUcares
solubles se consiguid 4.05 °Brix, cercano al alcanzado por Cadena et al. (2021) de
5,34 °Brix, valor similar al obtenido por Moreira (2018) que fue de 3.87 de la cidra
cultivada en la ciudad de Bafios. Con respecto a la acidez en % de acido citrico se
consiguidé un valor de 0.061% cercano al 0.075% reportado por Caro (2019) y
visiblemente mayor al 0.050% demostrado por Garcia et al., (2022). Todas las
variaciones presentadas se pueden dar debido a las condiciones del suelo, el clima,

grado de madurez y la época en la que fueron cosechadas las cidras.
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3.1.2. Variables medidas durante la etapa fermentativa

Durante la etapa de fermentacion de los mostos para la obtencién de la bebida

alcoholica se midieron los siguientes parametros:

3.1.2.1.S0lidos Solubles (Brix)

Los sélidos solubles antes de empezar la fermentacion se ajustaron a 20 £+ 0.3 °Brix de
esta manera se asegurd la igualdad en todos los tratamientos con respecto a esta medida,
en el anexo A2 se observa el decrecimiento de los grados Brix durante los dias de
fermentacion de cada tratamiento. El agotamiento de los azicares mientras el tiempo
transcurre da paso a la formacion de producto (etanol), asi como a la generacion de
biomasa nueva.

El ajuste inicial de azdcares sirvié como fuente de carbono para las levaduras que los
transformaron en etanol y de esta manera obtener un grado alcoholico suficiente para
considerar a la bebida dentro de la normativa ecuatoriana para bebidas alcohdlicas. Se
observa en el gréfico 1 que los tratamientos tienen un comportamiento de
decrecimiento similar entre ellos en cuanto al consumo de azlcares desde el dia 0, a
excepcion del tratamiento AoB1R1 el cual posiblemente presentd un desajuste en el
acondicionamiento de los mostos, haciendo énfasis en la reducida carga de levaduras
que presentd al inicio. A pesar de ello, la reduccién de sélidos solubles continud de
manera mas lenta con respecto de los demas tratamientos. En el dia 10 de la etapa de
finalizacion de la fermentacion el tratamiento AoB:R1, redujo los azucares hasta
7 °Brix, dicho valor es mayor al obtenido en los demas tratamientos que se encontraron
en el rango de 5.5 a 6.3 °Brix, lo cual significaria que se obtuvo un menor rendimiento
alcohdlico en comparacion con los otros tratamientos debido a la poca presencia de

biomasa generada durante el proceso de fermentacion.
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Graéfico 1: Comportamiento de azucares (Brix) respecto al tiempo para todos los
tratamientos

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

El andlisis de varianza de los tratamientos se encuentra detallado en el anexo Bl e
indica que a un nivel de confianza del 95% no se encontraron diferencias significativas
para los factores A, B y la interaccion A x B al final de la fermentacién, indicando que
la variable respuesta °Brix no se ve afectada por ninguno de los factores, ni por la

interaccion de estos ya que sus medias son cercanamente iguales.

3.1.2.2.Potencial Hidrégeno (pH)

El promedio de pH para los tratamientos se encontr6 en 4.18 + 0.31 al iniciar la
fermentacion, debido a los distintos porcentajes de cada zumo. De esta manera, los
tratamientos con valores mayores a 4.18 son aquellos con el mayor porcentaje de zumo
de cidra y los valores menores a 4.18 aquellos con mayor porcentaje de zumo de

mandarina, dado por la acidez propia de los dos tipos de materia prima.
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Grafico 2: Comportamiento del pH respecto al tiempo para todos los tratamientos

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

En el gréafico 2 se observa el comportamiento del pH de los 6 tratamientos y sus
réplicas en el transcurso de los 10 dias que dur6 la fermentacion, donde se evidencia
la existencia de leves variaciones con descensos y ascensos de pH. Ribéreau-Gayon
et al. (2006) explica que este fendmeno se da ya que se considera a los vinos 0 mostos
como soluciones tampdn &cido-basicas que por su composicion quimica genera

limitadas variaciones en el pH.

El descenso de pH se hace més notorio en los tratamientos AoBiR1, AoB1R2, AoBoR1Y
AoBoR2, pues se trata de aquellos con una proporcion 75:25 zumos de cidra y
mandarina, al tener mayor pH que los demas tratamientos, la produccién de &cidos
organicos se vuelve més evidente, las muestras mencionadas a excepcion de AoB1R:
descienden sus pH hasta el dia 4, a partir del cual empieza un periodo de variaciones
minimas en el pH. Los ocho tratamientos restantes, tienden a un comportamiento
similar entre ellos desde el dia 0, es decir con variaciones pequefias en el pH durante
los 10 dias.

En el anexo A4 se observa que, en la etapa de finalizacion de la fermentacion, el pH

de cada tratamiento tuvo una pequefia disminucion con respecto al pH inicial de entre
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0.02 a 0.23, siendo menor la variacion en los tratamientos con mezcla de zumos 25:75
cidra — mandarina y esta variacién aumenta progresivamente en los tratamientos con

mezclas de zumos 75:25 cidra — mandarina.

El andlisis de varianza para este parametro se observa en el anexo B2 que indica que
el factor A (Porcentaje de zumos) existen diferencias significativas por lo que al
realizar la prueba de comparaciones mdltiples se presentaron tres subconjuntos
demostrando que las medias de los tres niveles del factor A; 75:25 cidra — mandarina,
50:50 cidra — mandarina y 25:75 cidra — mandarina son diferentes entre si, mientras
que para el factor B (Tipo de Levadura) y la interaccion A x B no existen diferencias

significativas.

3.1.2.3.Acidez Total

La acidez total al igual que el pH inicié con una variacion en los valores del dia 0,
debido a los porcentajes de zumos que presentd cada tratamiento; es decir, los
tratamientos AoBoR1, AoBoR2, AoB1R1 Yy AoB1R2 empezaron con un promedio de 2.63
+ 0.29 al tener una proporcién 75:25 cidra y mandarina, A1BoR1, A1BoR2, A1BiR1y
A1B1R> con un promedio de 4.88 £ 0.45 en una proporcion 50:50 cidra-mandarina y
A>BoR1, A2BoR2, A2B1R1 y A2B1R: iniciaron con promedio de 6.98 +0.09 con 25:50

cidra y mandarina.
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Gréfico 3: Comportamiento de la acidez total respecto al tiempo para todos los
tratamientos

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

Al observar el gréafico 3, los tratamientos AoBoR1, AoBoR2, AoB1R1 y AoB1R> tienen
un punto de partida cercano, el tratamiento AoB1R:aumenta su acidez a partir del tercer
dia, esto puede deberse a que dicho fermentador pudo haberse contaminado, o tuvo
contacto con el oxigeno por un tiempo prolongado al tomar las alicuotas, por lo que
este aumento puede generarse por la sintesis de &cido acético.

Los tratamientos A1BoR1, A1BoR2, A1B1R: y A1BiR> presentan puntos de partida
similar, a pesar de ello, AiB:R> tiene una tendencia de decrecimiento mayor en
comparacién con los otros tres, indicando un descenso en la acidez. El dltimo grupo
de tratamientos A2BoR1, A2BoR2, A2B1R1 Y A2B1R: presentan un comportamiento
similar, en donde se ve asensos y descensos de acidez mismos explicados por Vilela
(2019) que indica que estas variaciones se dan principalmente porque durante el
proceso fermentativo alcoholico se producen acidos organicos como el piravico que
se da en funcion del metabolismo celular por la transformacion de azucares a etanol,
el acido acético que se genera al presentar oxidacion enzimatica, el acido succinico
que esté involucrado en el metabolismo lipidico de las levaduras, y entre otros acidos

que se encuentran en menor o igual medida.

En el anexo A3 se observa el incremento de acidez total en el ultimo dia de
fermentacion en relacion al dia 0, todos los tratamientos a excepcion de AoBoR1 y
AoB1R2 cumplen con la norma NTE INEN 374 (2016) que estipula un minimo de 3.5
gramos de acido tartarico por litro. La mayor acidez final en un rango de 7.00 a 9.00
la tienen los tratamientos formulados con 25:75 cidra — mandarina, datos cercanos a
los reportados por Fuentes (2019) que obtuvo valores entre 4.89 a 9.30 g.AT/L en

vinos blancos.

El andlisis de varianza de los tratamientos se observa en el anexo B4, con el 95% de
confianza existe significancia en el factor A, por lo que se hallaron dos subconjuntos
donde el primer nivel; 75:25 cidra — mandarina y el tercer nivel 25:75 cidra —

mandarina tienen medias distintas, indicando que son significativamente diferentes.
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Por otro lado, no existen diferencias significativas para el factor B y la interaccion A
x B

3.1.2.4. Conteo de cel/ ml durante la fermentacion

Las curvas que demuestran el comportamiento de los dos tipos de levaduras en el
tiempo en funcidn de los 12 tratamientos se observan en el grafico 4, mientras que en
el anexo A5 se detalla las cel/ml que se han generado diariamente hasta el final del
proceso de fermentacién, a partir de estos datos se obtuvieron los coeficientes de
rendimiento de biomasa y producto, tiempo de generacion, asi como la velocidad
maxima de crecimiento de los dos tipos de levaduras en el respectivo mosto de acuerdo

a los tratamientos formulados.
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Grafico 4. Comportamiento de cel/mlrespecto al tiempo a. S. cerevisiae, b. S.
bayanus

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Se observa en el gréafico 4a las curvas para Saccharomyces cerevisiae, donde el
tratamiento A1BoR2 (2.63x102 cel/ml) es aquel con el pico mas alto en el crecimiento
de células a las 48h de fermentacion, mientras que AoBoR1 (1.04x108 cel/ml) tiene el
menor crecimiento exponencial. Se muestra el mismo patron en el grafico 4b para
Saccharomyces bayanus donde se observa que el tratamiento A;BiR: (2.49x108
cel/ml) alcanza la mayor produccion celular a las 48h y AoB1R; (8.65x107 cel/ml) la
menor, teniendo su maximo pico a las 72h. Este comportamiento, donde la
reproduccion celular es baja, puede explicarse debido a la acidez del mosto de dichos
tratamientos, como se mencion6 en el apartado de pH, cuatro de los tratamientos
iniciaron con una menor acidez (pH > 4.18) por la formulacion 75:25 cidra —
mandarina, la cual no representa las condiciones dptimas para una reproduccion
méaxima de células, siendo mejor aquellos tratamientos que presentaron cercania a un
pH de 3,5.

El analisis de varianza de este apartado se observa en el anexo B6, indica que existe
significancia para el factor A al 95% de confianza, por lo que se ha hallado dos
subconjuntos donde el nivel uno correspondiente a 75:25 cidra — mandarina y el nivel
dos 50:50 cidra — mandarina tienen medias significativamente diferentes, mientras que

factor B y la interaccidén A x B no tienen significancia y sus medias son cercanas.

3.1.3. Cinética de produccion de biomasa

3.1.3.1. Concentracion celular

Cada tratamiento inici6 con una concentracion celular 3x157 cel/ml con una densidad
de 1.0308 g/ml, a partir del dia cero, se realizd un conteo diario empleando la técnica
del hemocitémetro, lo que permitié llegando al pico maximo entre las 48 y 72 horas
tanto para Saccharomyces cerevisiae como para Saccharomyces bayanus en cada una
de las muestras, teniendo en comun que aquellos con la menor concentracion celular,
son los tratamientos AoBoR1 (1,04x108 cel/ml), AoBoR2 (1,14x108 cel/ml), AoBiR1
(7,23x107 cel/ml) y AoB1R2 (1,40x108 cel /ml) con el 75% de zumo de cidra y 25%

zumo de mandarina. A partir de las 48 y 72 horas, empezd el declive de la poblacion
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celular, presumiblemente por la sedimentacién de células al fondo de los
fermentadores, puesto que no se empled ningun proceso de agitado durante la
fermentacion y las alicuotas se tomaron del centro del mosto. Ademas, al final del
proceso fermentativo ocurre el descenso de la viabilidad y por ende de la concentracion
celular dado por varias causas como la sintesis de acidos organicos que cambian el pH
del medio, la sensibilidad de las levaduras ante la presencia de etanol en niveles de 4
—5.5 ° alcoholicos que resulta toxico, generado a partir del consumo de los nutrientes
y azlcares por parte de las mismas levaduras que terminara en la muerte de los
microorganismos (Hoyos et al., 2010; Oteruelo, 2018).

El comportamiento de las levaduras de este estudio es similar al mostrado por (Kumar
et al. (2020) que usa la piel de mandarina para la fermentacion e indica que la biomasa
aumenta al inicio del proceso y disminuye a partir del cuarto dia de fermentacion, en
este caso, el crecimiento progresivo de la biomasa se da hasta el segundo y tercer dia,
al cuarto dia empieza el descenso. Ademas, Kumar et al. afiade que esta tendencia de
decrecimiento continua hasta que la tasa de crecimiento se vuelve negativa desde el

noveno dia el décimo dia.

3.1.3.2.Cinética de produccion de biomasa

Las cinéticas de produccion de biomasa de S. cerevisiae y S. bayanus se obtuvieron a
partir de la fase exponencial de las curvas Ln (cel/ml) vs Tiempo, como se observa en
el anexo A8 las ecuaciones que describen el comportamiento de las dos cepas en cada
tipo de mosto, lo cual permite conocer la cantidad de biomasa que se generd
diariamente. Asi mismo, en los anexos D1 — D6 para S. cerevisiae y los anexos D7 —
D12 para S. bayanus, muestran el decrecimiento de la cantidad de sustrato (glucosa),
mientras se incrementa la cantidad de biomasa en funcién del tiempo.

En el anexo A1l se encuentran los coeficientes de rendimiento de biomasa y etanol
producido, se observa que el tratamiento A:1BoR2 correspondiente a 50:50 zumo de
cidra y mandarina con S. cerevisiae tiene el mayor rendimiento de biomasa en la fase
exponencial con 1x107 cel/g sustrato, el rendimiento de producto (etanol) fue de
48.51%, esto indica que este tratamiento destind el consumo de azlcares a la

replicacion de células en lugar de producir etanol al tener el rendimiento mas bajo de
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producto. Por otro lado, el tratamiento con mayor rendimiento de alcohol fue el
AoBoR2 que corresponde a 75:25 zumo de cidra — mandarina y S. cerevisiae con
67.84 % y con una produccién de biomasa de 1.04x107 cel/g sustrato en la fase
exponencial, notablemente menor al anterior. Gdmez - Ruiz et al. (2007) al aislar
cepas de S. cerevisiae nativas de la region productora de mezcal obtuvo el mayor Yp/s

de 6.8 %, dato muy por debajo del obtenido en este estudio.

Ademas, en el anexo A12 se observa los tiempos de generacion (g) y se visualiza que
el tratamiento A2B1R1 es el que tiene menor tiempo de generacion de 15.02 h seguido
de A1B1R2 con 23.12 h, resultados cercanos a los presentados por Sener et al. (2007)
con levaduras del género Saccharomyces, que revela que los tiempos de generacion se
reducen con el aumento de temperatura, teniendo 26.2 ha 18 °Cy 16.9 ha 25 °C, en
este estudio se trabajo a 10 - 22 °C correspondiente a la temperatura media de la ciudad
de Ambato en el mes de noviembre (AccuWeather, 2022) en el que se puso en marcha
el proyecto, lo cual explicaria la cercania en los resultados obtenidos por aquel autor.
Por su parte, Pérez (2011) indica que un medio pobre en nutrientes alcanza tiempos
de duplicacion mayores y menciona que mientras mas diluido se encuentre un medio,
menor serd la biomasa producida. Por otro lado, Delignette-Muller (1998) muestra
que este parametro esta relacionado con la velocidad de crecimiento exponencial, la
cual a su vez esta influenciada por las condiciones fisicas y quimicas del medio. Esto
explicaria los resultados obtenidos en esta tesis ya que el tiempo de generacion (g) de
levaduras del género Saccharomyces esta entre 1.73 y 2.42 h durante la fase

logaritmica (Deacon, 1986) en medios con condiciones Optimas de fermentacion.

La velocidad méxima obtenida para cada tratamiento se encuentra detallada en el
anexo A8, el tratamiento A2B1R1 con S. bayanus tiene una velocidad maxima en la
fase exponencial de 0.041 h*1, este tratamiento posiblemente tuvo contacto prolongado
con el oxigeno por lo que se especularia que la levadura dio paso a la replicacién
celular, pues al presentarse O en el medio, las levaduras crecen eficazmente (Curia
et al., 2010). Le sigue el tratamiento A1B1R> con 0.0317 h%, este tratamiento no tuvo
ningun problema en el proceso de fermentacion. Finalmente, el tratamiento con valor
de umax menor es el AoBoR1 con 0.0153 h! perteneciente a S. cerevisiae, indicando

que la levadura vinica tiene una mayor eficiencia en la reproduccion celular.
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3.1.4. Andlisis Fisicoquimico al final de la fermentacion
3.1.4.1. Alcohol

En el anexo A6 se observan los porcentajes promedios de alcohol etilico obtenidos
para cada uno de los 12 tratamientos, se evidencio diferencias entre los tratamientos
en la evaluacion final del producto como se indica en el grafico 5 donde se observa
que los tratamientos AoBoR2 Yy AoBoR1 son aquellos con el mayor porcentaje, 10 % y
9 % v/v respectivamente; mientras que AoBoR1, AcBoR2 y AoB1R1 son aquellos con la
menor proporcién de etanol, todos con el 6 %. v/v. A pesar de las diferencias, todos
los tratamientos se encuentran dentro de la normativa NTE INEN 374 (2016) que dicta
un limite minimo del 6 %.

Salas-Millan et al. (2022) obtuvieron en su investigacion valores cercanos a 10 % v/v,
en bebida tipo “vino” de meldn Jimbee y Okashi;, asi mismo Ramdas (2015) indica
que en la fermentacion de mostos a base de naranja consigui6 un contenido de alcohol
maximo del 8.30 % al final del proceso con distintas cepas de Saccharomyces

cereviseae muy cercanos a los alcanzados en este trabajo con la misma levadura.
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Grafico 5: Porcentaje de alcohol etilico producido para cada tratamiento
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Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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El andlisis de varianza de los tratamientos para la variable respuesta % alcohol etilico
se ve en el anexo B8 e indica que existen diferencias significativas para los factores A
y B, asi como para la interaccion A x B. La prueba de comparaciones multiples (Anexo
B9) demuestra que el factor A presenta dos subconjuntos, donde el nivel 75:25 cidra-

mandarina y el nivel 25:75 cidra-mandarina presenta medias diferentes.

3.1.4.2.Acidez Volatil

La acidez volatil fue determinada en gramos de acido acético por litro, al tratarse del
principal acido en bebidas fermentadas alcohdlicas que aporta efectos como acidez y

olor, importantes en la calidad final (Santos, 2015).
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Tratamientos

Gréafico 6: Acidez voléatil de los tratamientos

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

En el gréafico 6 se exhibe la cantidad de acido acético presente en los tratamientos una
vez fueron embotellados, se observa que la mayor parte no alcanza los 0.5 g/L. similar
a lo obtenido por Cruz de Aquino et al. (2012) en vinos tintos con valores de 0.32 y
0.37 g/L indicando un resultado satisfactorio al obtener bajas cantidades de acidos
volatiles, lo que significa que el mayor porcentaje de acidez se encuentra en términos

de &cido tartarico. Sin embargo, en dos tratamientos, AoB1R1y AoB1R> la acides volatil
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se encuentran cerca del limite maximo estipulado por la NTE INEN 374 (2016) de 1,5
g/L estos resultados pueden darse por varios factores, el primero puede ser por la
inadecuada manipulacion del producto, y el segundo factor puede deberse a una

desviacion de la ruta metabolica de las levaduras por presencia de oxigeno.

Por otra parte, el tratamiento A>2B1R1 al presentar inconvenientes en el fermentador al
octavo dia, generd una mayor cantidad de acido acético, dejando de producir etanol,
por lo cual se evidencia en el anexo A7 que hay 2.52 gramos de acido acético por litro,
valor muy por encima del permitido por la normativa. Cruz de Aquino et al. (2012)
indican que productos que sobrepasan el limite se consideran “picados” con sabor

amargo y olor caracteristico a vinagre y por lo tanto de baja calidad sensorial y quimica.

El anlisis de varianza para la acidez total con un nivel de confianza del 95% se refleja
en el anexo B10 e indica que no existen diferencias significativas para el factor Ay B,
asi como para la interaccion A x B, que demostraria que ninguno de los factores tiene

incidencia en la presencia de acidos volatiles en el producto final.

3.1.4.3. Presencia de metanol

Los mejores tratamientos en cuanto a mayor porcentaje de etanol generado fueron
evaluados cualitativamente para conocer la presencia o ausencia de metanol en la
bebida final; de esta manera se describe en la tabla 10 los resultados obtenidos.

Tabla 10: Resultados de la determinacién cualitativa para presencia/ausencia de
metanol en los mejores tratamientos

Tratamiento Detalle
AoBoR1 Negativo
AoBoR2 Positivo
A1BoR1 Positivo
A1BoR2 Negativo

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

Marguina et al. (2018) indica que la presencia de metanol en las bebidas alcohdlicas
supone una amenaza para la salud del consumidor y méas alin cuando se encuentra en

proporciones mayores a las establecidas en normativa. De acuerdo con NTE INEN
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374 (2016) la tolerancia méxima es de 1000.0 mg/L; mientras, Challo (2021)
menciona que en el estudio de metanol en vinos tintos el maximo contenido hallado
fue de 377.09 mg/L.

Ademas, Saadat & Rafizadeh (2019) en la determinacion de metanol en destilados
herbaceos informan que obtuvieron resultados positivos en todas las muestras. Sin
embargo, el color violeta que indica positividad presentaba diferentes intensidades, de
tal manera que, de acuerdo con soluciones estandar, 50 mg/L indica una baja
intensidad del color y >200 mg/L una mayor. En el presente trabajo, se evidencid
respuestas positivas con una intensidad de color minima en los tratamientos AoBoR2y
A1BoR1 como se observa en las figuras D17 y D18 respectivamente denotando la
presencia en minima cantidad de este alcohol y por tanto se considera gue se encuentra
dentro de la normativa ecuatoriana. Los otros dos tratamientos tuvieron respuestas

negativas al no presentar ninguna tonalidad de color violeta.

3.1.5. Verificacion de la hipotesis

Con los resultados obtenidos, para los parametros fisicoquimicos medidos durante la
fermentacion; pH, acidez total, solidos solubles (°Brix) y después de la fermentacion
como el grado alcohdlico y acidez volatil, ademas de la cinética de crecimiento, se
rechaza la hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna, afirmando que existen
cambios significativos en al menos uno de los tratamientos propuestos, siendo el factor

A (concentracidn de zumos) el mayor influyente en los resultados finales.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES

La elaboracion de la bebida fermentada alcohdlica a base de mandarina (Citrus
reticulata) y cidra (Sechium edule) obtuvo un producto satisfactorio, pues al
final de la fermentacidn, todos los tratamientos produjeron etanol 6 y 10 % de
etanol. La caracterizacion de los zumos permitié observar la polaridad que
tenian las principales materias primas, la mandarina con acidez de 1,07 £ 0.013,
pH de 3.45 £ 0.011 y °Brix de 10,6 £ 0.057 al contrario de la cidra con acidez
de 0,061 + 0.003, pH de 6,23 £0.020 y °Brix de 4,05 + 0.212. La mezcla de
ambos zumos permitid tener un mejor acondicionamiento en cuanto a acidez
de los mostos, siendo mas efectivos los tratamientos con 25:75 cidra-
mandarina con valores entre 6.9 y 7.05 % de acido tartarico. Ademas, el ajuste
de azlcares permitié que los tratamientos alcancen porcentajes alcoholicos
estipulado por la NTE INEN 374 del 6%.

Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces bayanus en los parametros
medidos durante la fermentacidn, no presentaron cambios relevantes en cuanto
a su cinética. El pH y los °Brix en todos los tratamientos mantuvieron
semejanzas durante los 10 dias de fermentacion; por su parte. Por otro lado, los
parametros medidos después de la fermentacion indican que los tratamientos
AoBoR1 y su réplica AoBoR> correspondientes a 75:25 cidra-mandarina con S.
cerevisiae generaron la mayor cantidad de alcohol con el 9 y 10 %
respectivamente. Ademas, la acidez volatil para gran parte de los tratamientos
a excepcion de A2B1R1, se encontro dentro de lo establecido por la norma
INEN 374 y en cuanto a presencia de metanol, al evaluar cualitativamente, se
determind que hay presencia en minimas cantidades en los tratamientos
AoBoR2 y A1BoR1 gracias a las bajas intensidades de la tonalidad del violeta
que representa positividad, mientras que el resto de los tratamientos resultaron
negativos.

Las cinéticas de biomasa de los dos tipos de levadura en los distintos mostos
se vieron comprometidas por las condiciones fisicas y quimicas del medio; S.

cerevisiae aun al tener el mayor coeficiente de rendimiento alcohélico con
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69.93 % al 75:25 cidra-mandarina no present6 la mayor produccién de biomasa,
al contrario de S. cerevsiae en medio 50:50 cidra-mandarina tuvo un mayor
rendimiento en la biomasa por unidad de sustrato con 0.095% pero con bajo
rendimiento alcoholico. Ademas, el mejor tiempo de generacién lo obtuvo S.
bayanus con respecto a S. cerevisiae. La levadura vinica presentd la velocidad
maxima en la fase exponencial. También, en las curvas hubo decrecimientos a
partir de las 74 y 96 horas de las levaduras debido a los cambios en el
acondicionamiento del medio durante la fermentacion y la baja resistencia de
S. cerevisiae al etanol mismo producido.

De los tratamientos propuestos, AoBoR: (75:25 cidra-mandarina con S.
cerevisiae) obtuvo el mejor resultado en cuanto a rendimiento alcoholico por
lo que al ser analizado en los deméas parametros de acuerdo con la NTE INEN
374 para bebidas alcohdlicas: “vinos de frutas” cumple con los requisitos de la
normativa al tener, 10% etanol, acidez total de 3.8 % acido tartarico, acidez

volatil de 0,0735 gramos de acido acético por Litro y <50 mg/L de metanol.
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A. Datos Experimentales

ANEXOS

Tabla Al: Tratamientos Experimentales

TRATAMIENTOS REPLICAS

AO0BO
AO0BO
Al1BO
Al1BO
A2B0
A2B0
AO0B1
A0B1
AlB1
AlB1
A2B1

A2B1

R1
R2
R1
R2
R1
R2
R1
R2
R1
R2
R1

R2

ZUMOS
CIDRA MANDARINA
75 % 25%
50 % 50 %
25% 75 %
75 % 25 %
50 % 50 %
25 % 75 %
75 % 25%
50 % 50 %
25% 75 %
75 % 25 %
50 % 50 %
25% 75 %

LEVADURA

S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. cerevisiae
S. bayanus
S. bayanus
S. bayanus
S. bayanus
S. bayanus

S. bayanus

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla A2: Comportamiento de Sélidos solubles en grados Brix durante los dias de fermentacién para cada uno de los tratamientos

DIAS
TRATAMIENTOS Previa
» 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
correccion
AOBOR1 5,65 20,20 19,30 17,10 13,90 11,40 10,3 8,6 6,750 6,10 5,90 5,90
AOBOR2 5,85 19,80 19,20 16,70 13,70 11,10 10,1 8,5 6,70 6,00 5,50 5,50
Al1BOR1 7,6 20,00 19.00 13,20 9,55 8,20 8,0 7,2 6,50 6,30 6,20 6,20
Al1BOR2 7,6 20,40 19,80 13,20 9,15 8,50 79 74 6,60 6,40 6,20 6,20
A2B0OR1 9,6 19,40 18,50 11,75 8,00 70 7,1 6,8 6,60 6,30 6,20 6,10
A2B0OR2 9,4 20,30 18,40 11,90 7,80 6,70 6,9 6,6 6,50 6,20 6,20 6,10
AOB1R1 5,75 20,30 20,10 19,25 18,60 16,90 14,5 12,4 9,30 8,80 7,10 7,00
AOB1R2 59 20,00 19,70 15,20 9,20 7,20 7,5 6,9 6,50 6,30 6,20 6,20
AlB1R1 7,55 20,50 19,80 15,40 8,80 7,10 7,4 6,9 6,60 6,30 6,20 6,20
AlB1R2 7,7 20,00 19,30 11,95 6,50 6,50 6,4 6,4 6,50 6,10 5,80 5,80
A2B1R1 10,15 20,20 18,40 10,60 7,10 6,60 6,7 6,6 6,70 6,30 6,20 6,20
A2B1R2 91 20,30 19,80 13,05 7,20 6,60 6,8 6,6 6,60 6,40 6,40 6,30

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla A3: Comportamiento de Acidez en % de &cido tartarico durante los dias de fermentacién para cada uno de los tratamientos

DIAS
TRATAMIENTOS
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AOBOR1 3,00 5,48 3,23 3,08 3,38 3,19 3,22 3,15 3,15 3,08 3,80
AOBOR2 2,70 4,95 2,78 3,15 3,23 3,00 2,91 2,70 2,70 3,08 3,15
A1BOR1 5,55 8,18 6,38 6,60 6,68 6,52 6,45 6,60 6,00 7,05 6,00
AlBOR2 4,65 6,60 6,45 6,45 6,90 6,57 6,57 6,60 6,23 6,94 5,55
AZBOR1 6,90 8,85 7,73 8,40 8,93 8,46 8,40 8,70 7,50 9,41 7,50
A2BOR2 6,90 8,10 7,58 8,63 8,48 8,23 8,00 8,25 7,05 8,89 7,20
AOB1R1 2,40 4,65 2,40 4,20 5,40 5,21 5,60 6,45 5,33 3,64 6,15
AOB1R2 2,40 5,25 2,48 4,05 6,60 4,65 4,63 3,75 3,53 4,28 3,15
AlBIR1 4,65 5,10 5,40 6,45 6,60 6,41 6,35 6,60 5,78 6,53 5,70
Al1BIR2 4,65 5,78 4,35 4,73 3,83 4,03 3,76 3,75 3,45 4,28 3,68
A2B1R1 7,05 8,10 7,73 9,08 9,00 8,84 8,70 9,15 7,80 8,85 8,38
A2B1R2 7,05 7,28 7,65 8,63 9,30 8,71 8,63 9,15 7,35 8,93 7,35

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla A4: Comportamiento del pH durante los dias de fermentacion para cada uno de los tratamientos

DIAS
TRATAMIENTOS
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AOBOR1 4,50 4,52 4,56 4,37 4,34 4,41 4,36 4,33 4,37 4,30 4,28
AOBOR?2 4,59 4,56 4,58 4,35 4,41 4,49 4,43 4,43 4,52 4,46 4,49
Al1BOR1 4,10 4,08 3,93 3,88 3,94 3,99 3,96 3,95 4,07 3,98 3,99
A1BOR?2 4,16 4,00 3,92 3,91 3,80 3,96 3,92 3,93 4,05 3,95 3,97
A2BOR1 3,81 3,75 3,77 3,74 3,70 3,78 3,76 3,77 3,83 3,87 3,78
A2BOR2 3,85 3,83 3,73 3,77 3,78 3,85 3,88 3,80 3,85 3,86 3,85
AOBIR1 4,57 4,54 4,48 4,31 4,12 4,29 4,20 4,08 4,17 4,13 4,32
AOB1R2 4,63 4,64 4,47 4,36 4,24 4,42 4,34 4,34 4,35 4,37 4,43
AlBI1R1 4,13 4,09 3,96 3,93 3,79 4,00 3,94 3,99 4,05 4,09 4,00
AlBI1R2 4,12 4,12 4,09 4,00 4,01 4,03 4,01 4,00 3,99 3,98 4,04
A2B1R1 3,85 3,78 3,82 3,73 3,63 3,79 3,73 3,78 3,77 3,95 3,79
A2B1R2 3,90 3,82 3,81 3,72 3,80 3,83 3,79 3,82 3,81 3,95 3,83

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla A5: Células por mililitro durante los dias de fermentacidn para cada uno de los tratamientos

DIAS
TRATAMIENTOS
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
AO0BOR1 315E+07  455E+07  950E+07 104E+08  7.70E+07 503E+07 443E+07 565E+07  2,35E+407 950E+06  6,50E+06
A0BOR2 315E+07  470E+07  7,5E+07 128E+08  114E+08 481E+07 420E+07 2.85E+07  120E+07  7,00E+06  9,00E+06
A1BOR1 315E+07  515E+07 185E+08 180E+08  109E+08 8,00E+07 7,20E+07 575E+07 520E+07  2,00E+07  2,90E+07
A1BOR2 315E+07  570E+07  2,63E+08 179E+08  136E+08 875E+07 7,70E+07 3.80E+07  4,65E+07 255E+07  2,30E+07
AOBOR1 315E+07  520E+07 179E+08 158E+08  104E+08 6.71E+07 582E+07 425E+07  2,60E+07  135E+07  1,05E+07
A2BOR2 3,15E+07  6,60E+07  1094E+08 1,99E+08  1,63E+08 8,31E+07 7,25E+07 6,20E+07  225E+07  1,10E+07  1,45E+07
AOB1R1 3156407  240E+07 250E+07 8.65E+07  580E+07 3,73E+07 358E+07 7,90E+07  1,10E+07  1,70E+07  1,20E+07
AOB1R2 3,15E+07  3,15E+07 1,58E+08 142E+08  1,38E+08 5,71E+07 4,76E+07 1,05E+07 7,50E+06  7,00E+06  1,35E+06
AlB1R1 3,15E+07  4,10E+07  2,01E+08 1,95E+08  1,93E+08 8,58E+07 7,67E+07 6,00E+07  3,50E+07  1,65E+07  1,80E+07
A1BIR2 315E+07  7.20E+07 2.26E+08 2,17E+08  490E+07 6,93E+07 569E+07 1,70E+07  1,05E+07 120E+07  8,00E+06
A2B1R1 315E+07  840E+07  2,18E+08  152E+08 540E+07 648E+07 548E+07 420E+07  2,20E+07 1,00E+07  6,00E+06
A2B1R2 3156407  6.80E+07 249E+08 2.32E+08  149E+08 102E+08 103E+08 O70E+07 205E+07 1,00E+07  1,20E+07

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla. A6: Grado alcoholico (%) para cada uno de los tratamientos

DIAS
TRATAMIENTO  REPLICA 0 10
AO0BO R1 0,00 9,00
AO0BO R2 0,00 10,00
A1B0 R1 0,00 8,00
A1B0 R2 0,00 8,00
A2B0 R1 0,00 7,00
A2B0 R2 0,00 6,00
AOB1 R1 0,00 6,00
AO0B1 R2 0,00 6,00
A1B1 R1 0,00 7,00
A1B1 R2 0,00 7,00
A2B1 R1 0,00 7,00
A2B1 R2 0,00 7,00

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

Tabla A7: Acidez volatil (g. acido acético/L) para cada uno de los tratamientos

TRATAMIENTO REPLICA ACIDEZ VOLATIL
A0BO R1 0,0735
A0BO R2 0,4320
Al1BO R1 0,0135
Al1BO R2 0,0630
A2B0 R1 0,0578
A2B0 R2 0,0270
AOB1 R1 1,3965
AOB1 R2 1,2090
AlB1 R1 0,0360
AlB1 R2 0,7335
A2B1 R1 2,5275
A2B1 R2 0,0795

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla A8: Ecuaciones de crecimiento de biomasa y velocidad méxima pmax. en la
fase exponencial para cada tratamiento

Tratamiento Réplica Ecuaciones HMax.
AO0BO 1 0,0153X + 17.46 0,0153
AOBO 2 0,0179X + 17,16 0,0179
A1BO 1 0,0187X + 17,65 0,0187
A1BO 2 0,0226X + 17,56 0,0226
A2B0 1 0,0213X + 17,42 0,0213
A2B0 2 0,0241X + 17,49 0,0241
AOB1 1 0,0166X + 16,761 0,0166
AOB1 2 0,0221X + 17,273 0,0221
Al1B1 1 0,0254X + 17,164 0,0254
Al1B1 2 0,0317X + 17,327 0,0317
A2B1 1 0,041X + 16,708 0,041
A2B1 2 0,0208X + 17,801 0,0208

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

Tabla A9: Concentracion de celulas de levadura (cel/ml)

Tratamientos cel/ml
AOBOR1 1,04E+08
AOBOR2 1,14E+08
Al1BOR1 1,44E+08
Al1BOR2 1,57E+08
A2BOR1 1,31E+08
A2B0OR2 1,81E+08
AOB1R1 7,23E+07
AOB1R2 1,40E+08
AlB1R1 1,93E+08
A1B1R2 2,17E+08
A2B1R1 1,52E+08
A2B1R2 1,90E+08

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla A10: Cantidad de glucosa (g)

Densidad (g/L)

Glucosa inicial (g) Glucosa Final (g)
20,822 6,082
20,410 5,669
20,616 6,391
21,028 6,391
19,998 6,288

1.0308 20,925 6,288
20,925 7,216
20,616 6,391
21,131 6,391
20,616 5,979
20,822 6,391
20,925 6,494

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

Tabla All: Coeficientes de rendimiento de produccion de biomasa (Y wmis) Y

produccién de etanol (Y pis)

Tratamientos Y wis (cel/g sustrato) Y pis (%0)
AOBOR1 3,46E+06 61,06
AOBOR2 4,73E+06 67,84
A1BOR1 7,42E+06 56,24
A1BOR2 1,10E+07 54,65
A2BOR1 7,35E+06 51,06
A2B0OR2 8,00E+06 40,99
AOB1R1 2,63E+06 43,76
AOB1R2 6,11E+06 42,18
Al1B1R1 8,00E+06 47,49
AlB1R2 9,43E+06 47,82
A2B1R1 8,96E+06 48,51
A2B1R2 1,04E+07 48,51

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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Tabla A12: Tiempos de Generacion de todos los tratamientos

Tratamientos Tiempo de generacion (g)
AOBOR1 54,66
AOBOR2 40,48
AlBOR1 50,51
Al1BOR2 36,28
A2B0OR1 38,26
A2BOR2 30,65
AOB1R1 54,91
AOB1R2 40,80
AlB1R1 30,06
Al1B1R2 23,12
A2B1R1 15,02
A2B1R2 41,72

Elaborado por: (Vallejo, 2023)

B. Resultados Estadisticos

Tabla B1: ANOVA de la variable °Brix al final de la fermentacion

Variables S.C. G.L. C.M. F.C. Probabilidad
A ance””ac'o” 0,195 2 0,097 0,382 0,698 (ns)
e Zzumos
5 1ipos de 0,653 1 0,653 2,562 0,161 (ns)
evadura
AxB 1,512 2 0,756 2,964 0,127 (ns)
Error 1,530 6 0,255
Total 3,890 11

R? =0,607 (R? ajustada = 0,279)

(*) = Significativo  (ns) = no significativo
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Tabla B2: ANOVA de la variable pH al final de la fermentacion

Variables S.C. G.L. C.M. F.C. Probabilidad
A ance”trac'on 0,669 2 0,334 62,023 0,000 (*)
€ Zzumos
B: Tipos de 0,000 1 0,000 0,039 0,951 (ns)
levadura
AxB 0,002 2 0,001 0,141 0,872 (ns)
Error 0,32 6 0,005
Total 0,703 11

R? = 0,954 (R? ajustada = 0,916)

(*) = Significativo  (ns) = no significativo

Tabla B3: Subconjuntos homogéneos del factor A de la variable pH

Concentracion de Subconjunto
ZUmos N 1 2 3
25:75 cidra-mandarina 4 3,81250
50:50 cidra-mandarina 4 4,00000
75:25 cidra-mandarina 4 4,38000

Sig. 1,000 1,000 1,000
El término de error es la media cuadratica(Error) = ,005.

Tabla B4: ANOVA de la variable Acidez Total al final de la fermentacién

Variables S.C. G.L. C.M. F.C. Probabilidad
A:concentracion  5g 449 2 13,071 10,525 0,011 (*)
de zumos
B: Tipos de 0,132 1 0,132 0,107 0,755 (ns)
levadura
AxB 2,637 2 1,319 1,062 0,403 (ns)
Error 7,452 6 1,242
Total 36,364 11

R2=0,795 (R? ajustada = 0,624)

(*) = Significativo  (ns) = no significativo
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Tabla B5: Subconjuntos homogéneos del factor A de la variable acidez

Subconjunto
Concentracion Zumos N 1 2
75:25 cidra mandarina 4 4,0625
50:50 cidra mandarina 4 5,2200 5,2200
25:75 cidra mandarina 4 7,6075

Sig. ,368 ,052

El término de error es la media cuadratica (Error) = 1,242,

Tabla B6: ANOVA de la variable cel/ml al final de la fermentacion

Variables S.C. G.L. C.M. F.C. Probabilidad
A concenracion  3,201x10v 2 1600x10% 6,242 0,034 (%)
B;J;'gzsrge 1,030x10™ 1 1,030x10 4,016 0,092 (ns)
AxB 7,945x10%1 2 3,972x108 1,549 0,287 (ns)
Error 1,538x10% 6 2,564x10%3
Total 6,563x10™ 11

R? = 0,766 (R? ajustada = 0,570)

(*) = Significativo  (ns) = no significativo

Tabla B7: Subconjuntos homogéneos del factor A de la variable cel/ml

Subconjunto
Concentraciéon de zumos N 1 2
75:25 cidra-mandarina 4 7,2E+06
25:75 cidra-mandarina 4 1,7E+07 1,07E+07
50:50 cidra-mandarina 4 1,95E+07

Sig. ,610 ,110
El término de error es la media cuadratica (Error) = 2,5E+13
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Tabla B8: ANOVA de la variable Alcohol

Variables S.C. G.L. C.M. F.C. Probabilidad
A: concentracion 2,167 2 1,083 6,500 0,031 (*)
de zumos
BI: Tipos de 5,333 1 5,333 32,400 0,001 (*)
evadura
(A)(B) 8,167 2 4,083 24,500 0,001 (*)
Error 1,00 6 0,167
Total 16,667 11
R? = 0,940 (R? ajustad = 0,890)
(*) = Significativo  (ns) = no significativo
Tabla B9: Subconjuntos homogéneos del factor A
Concentracion de Subconjunto
Zumos N 1 2
75: 25: cidra-mandarina 4 6,7500
50:50 cidra-mandarina 4 7,5000 7,5000
25:75 cidra-mandarina 4 7,7500
Sig. ,090 679
El término de error es la media cuadratica (Error) = ,167.
Tabla B10: ANOVA de variable Acidez Volatil
Variables S.C. G.L. C.M. F.C. Probabilidad
A concenracion 0,726 2 0,363 0,655 0,553 (ns)
e Zumos
B: Tipos de 2453 1 2354 4,251 0,085 (ns)
levadura
(A)(B) 0,459 2 0,229 0,414 0,679 (ns)
Error 3,32 6 0,554
Total 6,862 11

(*) = Significativo  (ns) = no significativo
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C. Caélculos

Tabla C1: Ajuste de °Brix inicial
P1.C1+P2.C2=PT.CT
(2kg)(5.65°Brix) + (XKg)(100°Brix) = (2Kg + X) (20°Brix)
11.3 + 100X =40 + 20 X

80X = 28,7
X =0,358 Kg
Tratamientos Ajuste de azucar en los mostos (Kg)
AOBOR1 0,358
AOBOR2 0,354
A1BOR1 0,310
A1BOR2 0,310
A2BOR1 0,260
A2BOR2 0,253
AOB1R1 0,356
AOB1R2 0,353
Al1B1R1 0,311
Al1B1R2 0,308
A2B1R1 0,246
A2B1R2 0,273

Elaborado por: (Vallejo, 2023)
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D. Graficos y figuras

Graéfico D1: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. cerevisiae en mosto 75:25 cidra-mandarina, tratamiento AgBoR1.
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Gréfico D2: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. cerevisiae en mosto 75:25 cidra-mandarina, tratamiento AoBoR2.
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Gréfico D3: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. cerevisiae en mosto 50:50 cidra-mandarina, tratamiento A;BoR1.
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Gréfico D4: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. cerevisiae en mosto 50:50 cidra-mandarina, tratamiento A1BoRa.
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Gréfico D5: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. cerevisiae en mosto 25:75 cidra-mandarina, tratamiento A;BoR1.
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Gréfico D6: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. cerevisiae en mosto 25:75 cidra-mandarina, tratamiento A2BoRa.
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Gréfico D7: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. bayanus en mosto 75:25 cidra-mandarina, tratamiento AoB1R1.
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Gréfico D8: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. bayanus en mosto 75:25 cidra-mandarina, tratamiento AoB1Ro>.
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Gréfico D9: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccién de sélidos solubles
(°Brix) de S. bayanus en mosto 50:50 cidra-mandarina, tratamiento A;B1R1.
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Gréfico D10: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccion de sélidos solubles
(°Brix) de S. bayanus en mosto 50:50 cidra-mandarina, tratamiento A1B1R>.
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Gréfico D11: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccion de sélidos solubles
(°Brix) de S. bayanus en mosto 25:75 cidra-mandarina, tratamiento A2B1R1.
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Gréfico D12: Crecimiento del logaritmo de biomasa y reduccion de sélidos solubles
(°Brix) de S. bayanus en mosto 25:75 cidra-mandarina, tratamiento A2B1Ro>.
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Figura D3: Caracterizacion Figura D5: Activacion de
fisicoquimica de zumo de levaduras
mandarina y cidra

=

Figura D6: Reposo de mostosy ~ Figura D7: Conteo de levadurasa ~ Figura D8: Anélisis
recoleccion diaria de muestras diario fisicoquimico de mostos a
diario
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Figura D11: Bebida embotellada
y etiquetada

Figura D12: Destilacion
alcohdlica

- ) Figﬁra D15: Prueba cualitativa
Flgura D14: EqupO para para metanol
destilacion con arrastre de vapor

para determinacion de acidez

volatil
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Figura D10: Pasteurizacion lenta de las
bebidas fermentadas

Figura D13:
Determinacion de grado
alcohdlico

Vo,

/
FiguraD16: Prueba
negativa de presencia
metanol, tratamiento
AoBoR1



Figura D17: Prueba positiva de Figura D18: Prueba positiva de Figura D19: Prueba

presencia metanol, tratamiento presencia metanol, tratamiento negativa de presencia
AoBoR> A1BoR1 metanol, tratamiento
A1BoR2
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